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Capteur de mesure de la quantlte d'un composant en solution. 



(57) La presente invention concern e un capteur de mesure 
oSTa quantrte cFun composant en solution. 

Le but de P Invention est de perfectlonner les capteurs 
amperometriques ex is tan ts. 

Ce but est attaint a Paide d'un capteur muni d*une elec- 
trode de mesure (20) comprenant au mo Ins un collecteur 
slle electriquement a Pun des contacts 
recouvert d'un melange (38) compre- 



de courant (37), re lie elactrlquement a Pun des contacts 
eiectriques (34) et recouvert d'un melange (38) compn 
nant au moins una enzyme tfoxydo-reduction spedfiaue 
dudit composant et au moins un mediateur transferant les 
electrons entre ladlte enzyme et ledlt collecteur de courant, 
caracterise en ce que le mediateur est cholsi parmi les 
complexes d'un metal de transition avec au moins un II- 
gand terpyridine substitue ou non. 

Ce capteur s'applique plus particuilerernent a la detec- 
tion du glucose. 
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CAPTEUR DE MESURE DE LA QUANTITE D'UN COMPOSANT EN SOLUTION 

La prSsente invention concerne un capteur de mesure de la 
quantite d'un composant en solution, destine 3 etre utilise dans un 
dispositif de mesure amp§rometrique de la concentration dudit compo- 
sant dans la solution. Ce capteur permet notamnent de doser le 
5 glucose. 

De nombreux malades atteints de diabete, doivent mesurer fre- 
quemment leur taux de glucose sanguin ou glycemie. S'ils detectent 
un etat d' hyperglycemic, ils doivent immediatement prendre des 
medicaments rSgulant leur taux de glucose. Afin de faciliter la vie 
10 courante de ces malades, de nombreux dispositifs de mesure du 
glucose miniaturis§s et utilisables par un neophyte, sont apparus 
sur le march§. 

Par ailleurs, on envisage de realiser des implantations de 
pompes a insuline chez les diabetiques. Ces pompes a insuline 
15 doivent etre munies de dispositifs de mesure du glucose §galement 
implantables et qui, en fonction de la glycemie mesuree, donnent une 
information 3 la pompe pour la mise en marche §ventuelle de celle- 
ci. 

La plupart de ces dispositifs de mesure de la glyc&nie utilisent 
20 une enzyme specif ique du glucose, la glucose oxydase (GOD). 

Corane illustrSe 3 la figure 1 annexee, la GOD est une flavopro- 
teine, (obtenue par exemple a partir de moisissures) qui catalyse 
Toxydation du glucose, ici par exemple le glucose sanguin, en 
gluconolactone, avec formation de peroxyde d'hydrogene H 2 0 2 » 3 
25 partir de Vo*ygene moleculaire 0 2 present dans la solution 3 
tester, ici dans le sang. 

Cette enzyme (la GOD) et Toxygene, ont done ete frequemment 
utilises dans des dispositifs de mesure du glucose dans lesquels 
Toxydation du glucose &tait detectee par un transducteur §lectrique 
30 ou optique. 

De meme, cette enzyme (la GOD) et Toxygene ont souvent ete 
utilises dans des dispositifs dits amperometriques et leur emploi 
est decrit dans la litterature. 

Ces dispositifs dits "amperometriques" comprennent d'une part, un 
35 appareil de mesure muni d'au moins deux contacts 61ectriques reli§s 
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a un ampfiremetre et a des raoyens d'affichage et d'autre part, un 
capteur eventuellement jetable, pouvant etre relie a ces deux 
contacts filectriques. Ce capteur comprend au moins deux electrodes, 
Tune de reference et T autre de mesure. L'electrode de mesure 
comprend un conducteur m§tallique recouvert d'une enzyme spgcifique 
du produit que Ton cherche a detecter. 

La figure 2 annexee illustre les reactions chimiques survenant 
au niveau de cette electrode de mesure. Lorsque Ton depose la 
solution a tester sur l'electrode de mesure, le produit a tester 
(ici le glucose) reagit avec l'enzyme (ici la GOD oxydie) se trou- 
vant sur l'electrode, pour former du gluconolactone, tandis que la 
GOD passe a Tetat reduit (G0D(H 2 )^ rgd j) . Cette GOD reduite r§agit 
alors avec l'oxygene 0 2 qui passe a Tetat reduit H 2 0 2 et qui 
transfere alors deux electrons e~ vers le conducteur eiectrique C 
dont le potentiel est fixe et se situe aux alentours de 650 mV (par 
rapport a une Electrode de reference au calomel). Le fait que Ton 
soit obliger de travailler a des potentiels Sieves entraine des 
probl ernes supplemental" res d 1 interferences. L'oxygene a done un role 
de mediateur, puisqu'il permet le transfert d'electrons. Ce trans- 
fert d'electrons, proportionnel a la quantite de glucose presente 
dans la solution a tester, est alors mesure par TamperemStre et la 
quantite du glucose pr&sente dans la solution est affichee par les 
moyens d'affichage de Tappareil de mesure. 

Des recherches complementaires ont montre que des dispositifs 
amperometriques utilisant des m&diateurs non physiologiques, organi- 
ques, inorganiques ou organometalliques pouvaient supplanter les 
dispositifs utilisant l'oxygene comme mediateur. En effet, comme on 
peut le constater sur la figure 2, les dispositifs utilisant l'oxy- 
gene comme mediateur ne peuvent pas §tre utilises dans des solutions 
ou la concentration stoechiom§trique en oxyggne est inferieure a la 
concentration du composant que Ton desire mesurer. Car sinon, dans 
ce cas, tandis que la total ite du composant a mesurer a la possibi- 
lity de reagir avec l'enzyme oxydee pour former l'enzyme reduite, 
seule une partie de la quantity total e d' enzyme reduite peut reagir 
avec l'oxygene present, proportionnel lement a cette quantity d'oxy- 
gene. Le reste de l'enzyme reduite ne peut pas reagir et la quantity 
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d Electrons transmise au conducteur C est inferieure 3 ce qu'elle 
devrait etre. 

En consequence, lorsqu'on utilise ce type de dispositif, on est 
soit limite par les concentrations respectives de 1 'oxygSne et du 
composant a mesurer, soit oblige d'utiliser une membrane pour 
limiter la diffusion dudit composant. Ceci explique pourquoi on a 
cherch6 a realiser des dispositifs amperom&triques utilisant un 
mediateur approprie, remplacant l l oxyg§ne. 

De tres nombreux m§diateurs ont §t§ cites dans la litterature, 
tels que les ferrocenes monomSres (Cass , A. E.G. et ses collabora- 
teurs (1984), Anal. Chem. 56, 667-671; Degani, Y. et Heller, A. 
(1987), J. Phys. Chem. 91, 1285-1289), les ferrocenes greffes sur un 
polymere (Foulds, N.C. et Lowe, C.R. (1988) Anal. Chem. 60, 2473- 
2478), les sels conducteurs de transfert de charge (Albery, W.J. 
Bartlett, P.N. et Craston, D.H. (1985) J. Electroanal. Chem. Inter- 
facial. Electrochera. 194, 223-235), les cyclames de nickel 
(Taniguchi, I., Matsushita, K. , Okamoto, N., Collin, J-P et Sauvage, 
J-P (1990) J. Electroanal. Chem. Interfacial. Electrochem. 280, 
221-226) et des composes organ iques tels que les qui nones et les 
benzoquinones (Kulys, J.J., et Cenas, N.K. (1983) Biochim. Biophys. 
Acta 744, 57). Du fait des travaux importants de Hill et ses colla- 
borateurs, par exemple Frew. J.E., et Hill, H.A.O. (1987) (Phil. 
Trans. R. Soc. Lond. B316, 95-106)), la famille des compos§s du 
ferroc§ne a §te Targement institute et utilisee comme mediateur pour 
la 60D et d'autres flavoproteines. En cons§quence, on connait un 
capteur actuellenent commercialise utilisant comme mediateur, un 
membre de la famille des composes du ferrocene. 

Malheureusement, les mediateurs existant actuellement ont 
rarement les proprietSs ideales requises, a savoir, un potentiel 
electrochimique adapte a 1 'enzyme choisie, une solubilite adequate, 
une bonne stabilit§ chimique 5 la lumiere, a la temperature et au pH 
et une interaction rapide avec I'enzyme choisie. 

L" invention a pour objet de remedier aux inconvenients prece- 
demment cites. 
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A cet effet, T invention concerne un capteur de mesure de la 
quantite d'un composant en solution, comprenant : 

au moins une electrode de mesure et une electrode de refe- 
rence, isolees electriquement Tune de Tautre et destinies & venir 
en contact avec ladite solution, lesdites Electrodes comprenant 
respectivement des contacts §lectriques adaptSs pour etre branches 
sur un dispositif d' exploitation du signal fourni par ledit capteur, 

Telectrode de mesure comprenant au moins un collecteur de 
courant, relie electriquement S Tun desdits contacts Slectriques et 
recouvert d'un melange comprenant au moins une enzyme d'oxydo-r6duc- 
tion specifique dudit composant et au moins un mediateur transfSrant 
les electrons entre ladite enzyme et ledit collecteur de courant. 

Selon les caract§ristiques de Tinvention, le mediateur est 
choisi parmi les complexes d'un metal de transition avec au moins un 
ligand terpyridine substitug ou non. 

GrSce aux caract&ristiques du capteur selon Tinvention et 
notamment grace aux nouveaux mediateurs utilises, on obtient une 
famille de capteurs presentant une large gamme de faibles potentiels 
d'oxydo-rSduction et restant stables a Tair. 

L 1 invention sera mieux comprise 5 la lecture de la description 
suivante des modes preferentiels de realisation de Tinvention, 
donngs a titre indicatif mais non limitatif, cette description etant 
faite en liaison avec les dessins joints dans lesquels : 

la figure 1 illustre To^ydation du glucose en presence de 
glucose oxydase GOD, 

la figure 2 est un schema illustrant les diverses reactions 
chimiques survenant au niveau d'un capteur de Tart anterieur, 

la figure 3 est une vue de dessus d'un appareil de mesure 
muni d'un capteur selon Tinvention, 

la figure 4 represente la courbe de voltametrie cyclique du 
complexe bis (2,2', 6', 2" - terpyridine) de cobalt (II) en Tabsen- 
ce de GOD et de glucose, 3 une Vitesse de balayage du potentiel de 
5 mV.s -1 , les mesures etant effectuees dans un tampon phosphate PBS, 

la figure 5 represente la meme courbe que la figure 4 mais 
en presence de GOD et de glucose, 
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la figure 6 represente la courbe de voltametrie cyclique du 
complexe bis (4' - tolyl - 2,2', 6' ,2" - terpyridine) de cobalt (II) 
adsorbe sur une electrode de travail, en presence de GOD et en 
Tabsence de glucose, a une vitesse de balayage du poteritiel de 
25 mV.s" 1 , les mesures etant effectuees dans un tampon phosphate 
PBS, 

la figure 7 represente la meme courbe que la figure 6 raais 
en presence de glucose, et 

la figure 8 represente deux courbes illustrant la variation 
de la densit§ du courant obtenu apres 20 secondes (D 2Q ) en fonction 
de la concentration en glucose, dans une solution physiologique et 
dans le sang, pour des mesures effectuees avec un capteur muni du 
complexe bis (2,2* , 6',2 a - terpyridine) de cobalt comme mediateur 
et polarise a 100 mV par rapport a une electrode de reference 
Ag/AgCl. 

Comme illustre en figure 3, Tappareil de mesure 2 de la quanti- 
te d'un composant donne dans une solution, comprend un capteur 6 
selon Tinvention et un dispositif d'exploitation 4 du signal fourni 
par ledit capteur. Ce dispositif 4 est connu en soi et presente la 
forme general e d f un stylo. II est bien evident que cette forme n'est 
pas limitative de Tinvention. 

Ce stylo 4 comprend a Tune de ses extremity r§ferencee 8, une 
cavite 10 dans laquelle sont log§s deux premiers contacts electri- 
ques 12, 14 connect§s ilectriquement a un amp§rem§tre (non represen- 
ts). Cet amperemetre est lui-meme reli§ a un affichage 16 indiquant 
la concentration du composant recherch§ dans une solution donnee. 
Cette concentration est affichee, par exemple en mg/dl ou en mmol/1. 
Le stylo 4 comprend en outre un bouchon 18 qui vient coiffer son ex- 
tr&nite 8 et proteger les contacts 12, 14, lorsque ledit stylo n'est 
pas utilise. 

Le capteur 6 selon Tinvention a par exemple la forme d ( une 
lamelle rectangulaire isolante que Ton peut introduire par Tune de 
ses extremitis referencee 19 dans la cavite 10 du stylo 4. On notera 
que ce capteur 6 est a usage unique. 

II comprend une electrode de mesure 20 et une electrode de 
reference 22 disposees, par exemple parallSlement longitudinalement 
sur le capteur 6. L 1 electrode de reference 22 comprend une bande 24 
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rSalisee en mati§re electriquement conductrice. Cette bande 24 
presente trois zones, une zone 26 dite de contact electrique, prevue 
vers Vextremite 19 dudit capteur, une zone centrale 28 dite "piste 
conductrice" et une zone 30, prgvue a 1 'autre extremity du capteur 
et dite "collecteur de courant". De facon assez similaire, 1 'elec- 
trode de mesure 20 comprend une bande 32 r§alis§e en matiSre elec- 
triquement conductrice* Cette bande 32 comprend §galement trois 
zones, un contact electrique 34, une piste conductrice 36 et un 
collecteur de courant 37, recouvert contrairement au collecteur 30, 
d'un melange 38. 

Sur la figure 3, ce collecteur 37 n'est pas vraiment visible 
puisqu'il est cache par le melange 38. On notera que dans chacune de 
ces electrodes, le collecteur et le conducteur de courant pourraient 
etre en deux parties reli§s electriquement entre elles et ne neces- 
sitent pas obligatoirement d'etre sous forme d'une bande unique 24 
ou 32. Le melange 38 comprend au moins une enzyme d'oxydo-reduction 
specifique du composant S mesurer et au moins un mediateur transfe- 
rant les Electrons entre ladite enzyme et le collecteur de courant 
forme dans la bande 32. 

De facon optionnelle, le melange 38 precite peut egalement 
comprendre au moins une mati§re conductrice active et/ou au moins un 
additif qui sera decrit ulterieurement. Dans le cas oQ le melange 38 
comprend une mati§re conductrice active, le mediateur transfere les 
Electrons entre T enzyme et cette matiere conductrice active qui a 
son tour, transfgre les electrons vers le collecteur de courant. 

La goutte 40 de 1 'echantillon de solution & tester, est d§pos§e 
a cheval sur les deux electrodes 20 et 22 comme il lustre en figure 
4. Ainsi, le circuit electrique constitue par 1 'amperemetre, les 
contacts 14 et 26, la piste conductrice 28, le collecteur 30, la 
goutte de solution 40, le melange 38, le collecteur 37, la piste 
conductrice 36 et les contacts 34 et 12, est ferme. 

L'appareil de mesure 2 qui vient d'etre decrit est destin§ a la 
realisation de mesures in vitro, toutefois il est bien evident que 
le capteur 6 pourrait etre utilise in vivo, dans des appareils de 
mesure implantables. Dans ce cas, sa forme ou ses dimensions se- 
raient adaptSes 3 cette nouvelle application. 
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Par ailTeurs, pour obtenir une precision accrue, on pourrait 
ajouter une deuxieme electrode de mesure, de facon a former une 
structure a 3 electrodes. Cette deuxiSne electrode de mesure serait 
identique a Telectrode de mesure 20 mais sans Tenzyme ou avec 
5 Tenzyme denaturee et permettrait d'effectuer des mesures diff§ren- 
tielles. 

La goutte 40 de solution a tester peut etre de nature biologi- 
que, par exemple, du sang ou de l'urine d'un etre humain ou d'un 
animal, ou un milieu de fermentation de micro-organismes. Elle peut 

10 §ventuellement etre d'origine synthetique, par exemple un tampon 
synth§tique contenant des elements a analyser. 

On utilise comme enzyme d l oxydo-r§duction, une enzyme specifique 
du composant que Ton souhaite mesurer. De prif&rence selon Tinven- 
tion, on utilise une enzyme choisie parmi les oxydases, les d§shy- 

15 drogenases et les flavoproteines. Lorsque Ton souhaite rgaliser un 
capteur de glucose, on utilise la glucose oxydase GOD, par exemple 
une GOD presentant une activite d 'environ 250 UI, obtenue a partir 
d'une moisissure d'Aspergillus niger et disponible par exemple chez 
la societe Fluka, (Buchs, Suisse). 

20 La matiere conductrice active utilis§e de facon optionnelle, se 

presente de preference sous forme d'une poudre de carbone, de 
graphite, d'or, de platine, de palladium ou d'oxyde de metal conduc- 
teur, par exemple d'oxyde de ruth§nium ou sous fortne d'un film de 
polymere conducteur, par exemple le polypyrrole. On utilisera de 

25 preference le carbone connu sous la marque commerciale Vulcan XC72R 
et distribue par Cabot Corp, (Boston, Massachusetts). 

Comme on Ta vu precedemment, on peut §galement ajouter un 
additif formant un reseau d'imnobilisation de Tenzyme, du mediateur 
et/ou de la matiere conductrice active sur la surface du collecteur 

30 37 de Telectrode de mesure 20. Cet additif est par exemple, la 
serumalbumine bovine (BSA), le glutarald§hyde, le carbodiimide ou 
des polymeres solubles dans Teau. 

Les bandes de matiire electriquement conductrices 24, 32 sont 
realisees par exemple, sous forme d'une couche d'un materiau choisi 

35 parmi Tor, Targent, le platine, le palladium, le carbone, le 
graphite ou un oxyde de metal conducteur, tel qu'un oxyde de ruthe- 
nium, par exemple. De preference, la bande 24 correspondant a 
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Telectrode de reference 22 est realisee en argent et la bande 32 
correspondant a l'electrode de mesure 20 est rgalisee en platine. 
Plus preci semen t, la partie de la bande 24 correspondant au collec- 
teur de courant 30 est partiellement chloruree. 

On a decouvert qu'une nouvelle f ami lie de complexes d'un m^tal 
de transition avec au moins un ligand terpyridine substitue ou non, 
presentait de bonnes proprietes de mediateur. 

Le mediateur selon T invention presente la formule generale 
suivante : 




1° dans laquelle M est un metal de transition choisi parmi le cobalt, 
le chrome, le manganese, le fer, Tosmium, le ruthenium ou le 
vanadium, les radicaux a Rg qui peuvent etre totalement ou 
partiellement identiques ou differents, representent Vhydrogene, un 
groupe alkyle, un groupe aryle, un groupe hydroxy, un groupe alkoxy, 
un groupe arylo^y, un groupe amine primaire secondaire ou tertiaire 
ou un groupe pyridine substi tu§ par un atome d'hydrogene, un groupe 
alkyle, un groupe aryle, un groupe hydroxy, un groupe alkoxy, un 
groupe aryloxy, un groupe amine primaire, secondaire ou tertiaire et 
les ligands Lp L 2 , Lj sont des ligands formant un complexe de 

20 coordination avec le m§tal M. 

Les ligands Lj, L 2 , L 3 sont des ligands mono, bi ou tridente et 
peuvent se combiner de la fagon suivante : 
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soit Lj t L 2 , L 3 reprfisentent chacun un ligand monodente et 
sont totalement ou partiellement identiques entre eux ou differents 
les uns des autres, 

soit Lj et L 2 forment ensemble un ligand bidente et L 3 
4 represente un ligand monodente, 

soit Lj» et l_ 3 forment ensemble un ligand tridente. 
Parmi les ligands monodentes que Von peut utiliser, on citera : 
ClT, CI", Br", I", SCfT, H 2 0, HHy la tri phenyl phosphine, les 
trial kylphosphines, les amines primaires, secondaire ou tertiaires, 
10 la pyridine ou les pyridines substitutes par CI, NH 2 , N0 2 ou par un 
groupe alkyle. 

Parmi les ligands bidentes que Ton peut utiliser, on citera : 
rethyldne diamine, le 1,2 - bis (2 - pyridyl) ethane, Tacide 
oxalique 0-C0-C0-0~, 1 1 acetyl ac§ tone CH 3 -C0-CH 2 -C0-CH 3 , la glycine 

15 NH 2 -CH 2 -C0(T, et de preference, les bypiridines et les phenanthro- 
lines bisubstituSes par un groupe R g et un groupe R 7 , R g et R 7 
pouvant etre identiques ou differents et representant chacun 1'hy- 
drogene, N0 2 , CI, un groupe alkyle, un groupe aryle, un groupe OH, 
un groupe alkoxy, un groupe aryloxy ou un groupe amine primaire, 

20 secondaire ou tertiaire. 

Parmi les ligands tridentes, on utilisera de preference la 
terpyridine de formule general e (II) 



dans laquelle les radicaux Rj a R g qui peuvent etre totalement ou 
partiellement identiques ou diff§rents, reprSsentent Thydrogene, un 

25 




?2 



Ri 



(ii) 
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groupe alkyle, un groupe aryle, un groupe hydroxy, un groupe alkoxy, 
un groupe aryloxy, un groupe amine primaire secondaire ou tertiaire 
ou un groupe pyridine substitue par un atome d'hydrogene, un groupe 
alkyle, un groupe aryle, un groupe hydroxy, un groupe alkoxy, un 
5 groupe aryloxy, un groupe amine primaire, secondaire ou tertiaire. 

Les mediateurs pref§r§s de la presente invention sont les 
suivants : 

le complexe bis (2,2' , 6' ,2" - terpyridine) de cobalt, 
- le complexe bis (4' - tolyl - 2,2', 6", 2" - terpyridine) de 
10 cobalt, 

le complexe mono (2,2', 6',2 M terpyridine) mono (4'- tolyl - 
2,2', 6', 2" terpyridine) de cobalt. 

Le capteur selon V invention, muni des mediateurs precites, 
presente un certain nombre de proprietes variant en fonction des 
15 ligands utilises et des substitutions r6alis§es sur ces ligands. 

Plusieurs experiences ont ete real i sees qui prouvent les perfor- 
mances et l'efficacite de ces nouveaux mediateurs. Ces experiences 
sont decrites ci-apres. 

Experience 1 : 

20 Mesures de diffSrents mediateurs par voltametrie cyclique . 

a) mesures effectuees avec le complexe bis (2, 2', 6', 2" - terpyri 
dine) de cobalt (II) . 

Ce complexe peut etre synthetise selon la methode decrite dans 
Harris, CM, Lockyer, T.N. et Stephenson, N.C. (1966) Aust. J. Chem. 
25 19, 1741. 

Le complexe precite a ete teste par voltametrie cyclique en 
courant continu, afin de determiner son potentiel normal d'oxydo- 
reduction E°. 

La voltametrie cyclique consiste 3 disposer dans la solution at 
30 analyser, une electrode de travail, une contre-eiectrode et une 
electrode de reference, puis a effectuer un balayage, a Vitesse 
constante et entre deux bornes, du potentiel de T electrode de 
travail et a mesurer 1'intensite du courant obtenu. Les courbes des 



2677766 



11 

figures 4 et 5 representent les resultats obtenus par cette methode. 
Ces experiences ont §te real i sees avec une electrode de travail en 
carbone vitreux, une electrode de reference au calomel, une contre- 
electrode en platine et une cellule electrochimique de 5 3 20 ml. 
5 Tous ces elements sont disponibles chez la societe Metrohm (H6risau, 
Suisse). Les mesures ont ete realisees dans un tampon phosphate PBS 
(NaCl lOOmM, NaH 2 P0 4 lOmM, a juste a pH 7,4; EDTA (acide ethylene 
tetraacfitique) 0,lmM; PMSF (fluorure de phenyl methyl sulfonate) 
0,01mM et avec une concentration du complexe pr§cit§ de 5.10~ 4 M. On 

10 a utilise une Vitesse de balayage du potentiel de 5 mV.s" 1 . On 
obtient la courbe de la figure 4 et une valeur de E° de 30 mV par 
rapport a Telectrode de reference au calomel, (.'addition d'une 
solution de glucose n'a aucun effet sur les courbes de la figure 4, 
ce qui est normal puisqu'il n'y a pas la glucose oxydase (GOD). 

15 Au contraire, si Ton ajoute 3 la solution ou le glucose est 

deja present, de la GOD (en quantity sup§rieure a 1.10" 7 M, de 
preference 1.10""^ M) on obtient la courbe de la figure 5, presentant 
une forme semblable a une "vague catalytique". Dans cette figure 5, 
on a utilise egalement comme Vitesse de balayage du potentiel : 

20 5 mV.s" 1 . 

On obtient une premiere reaction : 

k 

Mediateur (oxyd§) + G0D (rgduite) + Mediateur (rgduit) + G0D (o ^ d§e) 

qui est irreversible, (avec une constante k), et une seconde reac- 
tion : 

25 M gd ^teur (r§du . t) - Mediateur^.j + e " 

qui est electrochimiquement reversible et extremement rapide. 

La constante k correspond 3 la reaction de transfert d' elec- 
trons, a parti r de la GOD, vers le mediateur. 

Le mediateur realise un transfert eiectrochimiquement reversible 
30 d'un electron vers les collecteurs de courant precedemment decrits. 
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Au cours de la premiere reaction, on peut mesurer la constante 
de second ordre k. Cette mesure est effectuee a 1'aide d'une methode 
optique. Pour le complexe etudie ici, on trouve k = 1.10 3 M^.s" 1 . 

b) mesures effectuees avec le complexe bis (4*- tolyl - 2,2', 6', 2" 
5 - terpyridine) de cobalt (II) . 

La synthese du 4* - tolyl - 2,2', 6', 2" terpyridine est decrite 
dans Case, F. H. et Butte, W. A. (1961) J. Org. Chem. 4415. L'emploi 
du 4' - tolyl - 2,2', 6\2" - terpyridine dans des polym§res est 
decrit dans Collin, J. P., Jouaiti, A. et Sauvage J. P. (1990) J. 

10 Electroanal. Chem. 286,75. 

On a realise pour ce deuxieme complexe, des mesures de voltame- 
trie cyclique, similaires a celles qui viennent d'etre decrites* Du 
fait que ce complexe est uniquement soluble dans l'eau d§sionisee et 
dans les solvants organiques et done insoluble dans le tampon 

15 phosphate PBS, on a determine le potentiel normal d'oxydo-reduction 
et le comportement electrochimique de ce complexe selon deux metho- 
des differentes. 

Selon la premiere methode, on a dissous ce deuxieme complexe 
dans 1 'acetonitrile, CHgCN contenant LiCl 2M. Cette electrolyte 
20 remplace ainsi le tampon PBS. On obtient alors par des mesures de 
voltametrie cyclique une valeur de E Q de 100 mV (paY* rapport a une 
electrode de reference au calomel), avec une Vitesse de balayage de 
25 mV.s" 1 . 

Toutefois, il est impossible d'etudier Teffet de la GOD sur 
25 cette courbe de voltametrie cyclique, puisque la GOD est denature 
par 1 'acetonitrile. 

Selon la deuxieme methode, on conserve comne electrolyte le 
tampon phosphate PBS, mais on adsorbe ce complexe sur la surface 
d'une electrode de travail. Plus precisement, on incube une eiec- 
30 trode en graphite spectroscopique dans une solution aqueuse de GOD 
(concentration 10 mg/ml) et du complexe prScite (1 mg/ml), pendant 
12 heures a 4° C. De preference, on utilise une electrode en graphi- 
te commercial isee sous la marque El lor 10, disponible chez Le 
Carbone Lorraine SA, France. Cette electrode ainsi preparee, rem- 

35 
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place l'electrode de travail en carbone vitreux, d§crite dans le 
paragraphe a). On conserve par contre T electrode de reference au 
calomel et la contre-el ectrode en platine dgcrites dans le paragra- 
phe a). On obtient alors par voltametrie cyclique la courbe de la 
5 figure 6, realisee 3 une Vitesse de balayage du potentiel de 25 
mV.s" 1 . On obtient une valeur de E Q = 50 mV (par rapport 3 T§lec- 
trode de reference au calomel). 

L'addition d'une solution concentr§e de glucose produit quelques 
changements sur la courbe de la figure 6, On obtient la courbe de la 
10 figure 7 qui est l§g§rement deplacSe vers la direction d'oxydation. 

On constate ainsi que ce deuxidme complexe agit comme mSdiateur. 

Experience 2 : 

Etalonnage du capteur dans du sang et du tampon . 

On a fabrique un capteur comprenant comme mediateur le complexe 
15 bis (2,2', 6', 2" - terpyridine) de cobalt denomme ci-apr§s "comple- 
xe". 

On a procede en pratique de la fa con suivante : 
a) on dissout 6,25 mg de ce complexe dans 2 ml de tampon phos- 
phate 100 mM, pH 6,8. 
20 b) on ajoute 25 mg de poudre de carbone Vulcan XC72R et Ton 

place le flacon 15 minutes aux ultrasons, 

c) on ajoute 38 mg de GOD, 25 yl de glutaryldehyde 3 25 %, 0,7 
ml de tampon phosphate 100 mM, pH 6,8 et 290 yl de 8SA (sSrumalbu- 
mine bovine) 3 15 %. 

2 

25 On depose environ 70 ul de ce melange par on de collecteur de 

courant 37 afin de constituer une Electrode de mesure 20. 

Ces capteurs ont §te testes, le lendemain de leur preparation. 
Les courbes de la figure 8 illustrent des mesures potentios- 
tatiques effectuees avec des capteurs presentant comme mediateur le 

30 "complexe" precedemnent cite et en faisant varier la concentration 
de glucose dans des echanti lions de sang ou de tampon phosphate PBS. 
Les mesures ont ete effectu§es 3 100 mV (par rapport 3 une electrode 
de reference 3 Ag/AgCl) et la lecture de la densite de courant D20 a 
ete faite apr£s 20 secondes. 

35 



2677766 



14 

Les courbes et de la figure 8 correspondent respectivement 
a des mesures effectuees dans une solution physiologique et dans le 
sang. 

Les differences observees entre les mesures effectuees dans la 
solution physiologique et dans le sang complet sont dues au meme 
phenomene que celui deer it notamment dans (Fogh -Andersen, N. et ses 
collaborateurs (1990), Clin. Chim. Acta 189, 33-38), pour le plasma 
et le sang complet. Cette ' difference est principalement due au 
volume occupe par les proteines dans le sang complet. 

Comme on peut le constater sur la figure 8, la courbe Cr> presen- 
te un trace lineaire et une pente suffisamment importante jusqu'i 
des valeurs de 15 mM de glucose. En consequence, chez un patient oQ 
les valeurs physiologiques du glucose peuvent varier typiquement de 
3 a 15 mM, on peut utiliser de facon fiable le capteur selon Tin- 
vention, puisqu'S une faible variation de la concentration en 
glucose correspond une variation suffisante de la densite de courant 
mesuree. 

Enfin, on notera que ce nouveau mediateur permet de realiser les 
mesures a un faible potentiel (100 mV) par rapport a une electrode a 
Ag/AgCl. 

On reduit ainsi les risques d' interferences dues 5 d'autres 
elements se trouvant dans le sang, tels que des residus de medica- 
ments ou d'autres metabolites. 

De plus, 1 'utilisation d'un faible potentiel permet d'obtenir, 
avec un capteur muni seulement de deux electrodes, des resultats 
aussi bons que ceux fournis par un capteur a trois electrodes 
effectuant des mesures differentielles. 
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REVENDICATIONS 

1. Capteur de mesure de la quantite d'un composant en solution, 
comprenant : 

au moins une electrode de mesure (20) et une electrode de 
reference (22), isolees Tune de T autre et destinSes a venir en 
5 contact avec ladite solution, lesdites electrodes (20, 22) compre- 
nant respect ivement des contacts electriques (34; 26) adaptSs pour 
etre branches sur un dispositif d 'exploitation (4) du signal fourni 
par led it capteur, 

Telectrode de mesure (20) comprenant au moins un collecteur 
10 de courant (37) relie electriquement a Tun des contacts electriques 
(34) et recouvert d'un melange (38) comprenant au moins une enzyme 
d'oxydo-rSduction spScifique dudit composant et au moins un media- 
teur transferant les electrons entre ladite enzyme et ledit collec- 
teur de courant, caracterise en ce que le mediateur est choisi parrai 
15 les complexes d'un metal de transition avec au moins un ligand 
terpyridine substitue ou non. 

2. Capteur selon la revendication 1, caracterise en ce que le 
m§diateur presente la formule g§n§rale (I) suivante : 




dans laquelle M est un mital de transition choisi parmi le cobalt, 
20 le chrome, le manganese, le fer, Tosmium, le ruthenium ou le 
vanadium, les radicaux a R g qui peuvent etre total ement ou 
partiellement identiques ou differents representent chacun T hydro- 
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gene, un groupe alkyle, un groupe aryle, un groupe hydroxy, un 
groupe alkoxy, un groupe aryloxy, un groupe amine primaire, secon- 
daire ou tertiaire ou un groupe bipyridine substitue par l'hydro- 
gene, un groupe alkyle, un groupe aryle, un groupe hydroxy, un 
5 groupe alkoxy, un groupe aryloxy ou un groupe amine primaire, 
secondaire ou tertiaire, et Lj, L 2 , Lj sont des ligands formant un 
complexe de coordination avec le metal M. 

3. Capteur selon la revendication 2, caracterise en ce que les 
ligands Lj, L 2 et L 3 qui sont total ement ou partiellement identiques 
10 entre eux ou diffgrents les uns des autres, sont des ligands mono- 
dentgs choisis parmi CN~, Cl~, Br", I", SClT, H 2 0, NH 3 , la triphe- 
nylphosphine, les trialkylphosphines, les amines primaires, secon- 
daires ou tertiaires, la pyridine ou les pyridines substitutes par 
CI", NH 2 , H 2 0 ou un groupe alKyle, 
15 4. Capteur selon la revendication 2, caract§ris§ en ce que les 
ligands et L 2 forment ensemble un ligand bidentg choisi parmi 
1'gthylgne diamine, le l,2-bis(2-byridyl) ethane, Tacide oxalique, 
1'acgtyl acetone, la glycine ou les bipyridines et les phgnantrolines 
bisubstituees par un groupe R g et un groupe R 7 , R g et R 7 gtant 
20 identiques ou diffgrents et representant chacun l'hydroggne, N0 2 , 
CI", un groupe alkyle, un groupe aryle, un groupe OH, un groupe 
alkoxy, un groupe aryloxy ou un groupe amine primaire, secondaire ou 
tertiaire et en ce que Lj est un ligand monodente choisi parmi CN~, 
CI", Br", r, SCfT, H 2 0, NH 3> la triphgnylphosphine, les trialkyl- 
25 phosphines, les amines primaires, secondaires ou tertiaires, la 
pyridine ou les pyridines substitutes par Cl~, NH 2 , H 2 0 ou un groupe 
alkyle. 

5. Capteur selon la revendication 2, caracterise en ce que Lj, 
L 2 et L 3 forment ensemble un terpyridine de formule gengrale (II) 
30 suivante : 
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dans laquelle les radicaux Rj a R g qui peuvent etre totalement ou 
partiellement identiques ou differents les uns des autes reprgsen- 
tent Vhydroggne, un groupe alkyle, un groupe aryle, un groupe 
hydroxy, un groupe alkoxy, un groupe aryloxy, un groupe amine 
primaire, secondaire ou tertiaire ou un groupe pyridine substitue 
par un groupe hydroggne, uii groupe alkyle, un groupe aryle, un 
groupe hydroxy, un groupe alkoxy, un groupe aryloxy ou un groupe 
amine primaire, secondaire ou tertiaire. 

6. Capteur selon Vune quelconque des revendications preceden- 
tes, caract§ris6 en ce que le mgdiateur est choisi parmi le complexe 
bis (2,2', 6'2" - terpyridine) de cobalt ou le complexe bis (4' - 
tolyl - 2,2', 6',2" - terpyridine) de cobalt. 

7. Capteur selon la revendication 1, caracterise en ce que 
Venzyme d'oxydo-rSduction est choisie parmi les oxydases, les 
d6shydrog§nases ou les flavoproteines. 

8. Capteur selon la revendication 7, caracterise en ce que 
1' enzyme est la gl ucose-oxydase et en ce que le capteur permet de 
mesurer la quantity de glucose present dans la solution. 

9. Capteur selon la revendication 1, caracterise en ce que 
Velectrode de reference (22) comprend un collecteur de courant (30) 
relie electriquement 3 un contact electrique (26). 

10. Capteur selon la revendication 1 ou 9, caracterise en ce que 
le collecteur de courant (30, 37) est r§alis§ sous forme d'une 
couche d'un matgriau choisi parmi Tor, Vargent, le platine, le 
palladium, le carbone, le graphite ou un oxyde de metal conducteur. 

11. Capteur selon la revendication 10, caracterise en ce que le 
collecteur de courant (30) de Velectrode de reference (22) est 
realist en argent parti ell ement chlorure et le collecteur de courant 
(37) de V§lectrode de mesure (20) est realise en platine. 

12. Capteur selon la revendication 1, caracterise en ce que le 
melange (38) de Velectrode de mesure (20) comprend en outre une 
mati§re conductrice active et en ce que le mediateur transfere les 
electrons entre Venzyme et cette matiere conductrice active. 

13. Capteur selon la revendication 12, caracterise en ce que la 
matiere conductrice active est une poudre d'un matgriau choisi parmi 
le carbone, Vor, le platine, le palladium ou un oxyde de metal 
conducteur. 
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14. Capteur selon la revendi cation 12, caracterise en ce que la 
matiere conductrice active est un film d'un polymere conducteur. 

15. Capteur selon la revendication 1 ou 12, caractgrisS en ce 
que le m§lange (38) de 1'§lectrode de mesure (20) comprend un 
additif formant un r6seau d' immobilisation de Tenzyme du mediateur 
et/ou de la matiere conductrice active sur la surface du collecteur 
(37) de Telectrode de mesure (20). 

16. Capteur selon la revendication 15, caractSris§ en ce que 
Vadditif est choisi parmi la serumalbumine bovine, le glutaralde- 
hyde, le carbodiimide ou des polymeres solubles dans 1'eau. 

17. Capteur selon 1 'une des revendications precedentes, caracte- 
rise en ce qu'il permet de realiser les mesures de la quantite d'un 
composant en solution, a un potentiel voisin de 100 mV par rapport 3 
une electrode a Ag/AgCl. 

18. Ensemble caracterise en ce qu'il est compose d'un capteur 
selon 1 'une quel conque des revendications 1 3 17 et d'un dispositif 
d 'exploitation du signal fourni par ledit capteur, ce dispositif 
comprenant au mo ins deux contacts electriques concus pour etre 
relies 5 au moins deux electrodes dudit capteur, un amperemetre et 
des moyens d'affichage des resultats. 
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